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論文内容の要旨
〔目的〕
癌細胞などの増殖の盛んな細胞では，核あたりの核小体の数が減少し，サイズの増大する傾向があ
る。
核小体をサイズにより分画化し，その組成を調べる事により，この様な傾向が如何なる機構によるも
のかを追求する。
〔方法及び成績〕
エールリッヒ腹水癌細胞(染色体数44，以下， EATC と略す)を， 1 ~ 2 X 10 6個 ， ddY マウス(合，
5~6 週令)の腹腔内へ移植後， 6~ 7 日目の EATC を使用した。
(, EATC を低張液処理後， NonU1et -P40を用い粗核分画を得る。これを 0.34M薦糖 (3mMCαClz )
に懸濁し，位相差顕微鏡で観察しながら，未破砕の核がなくなる迄超音波処理を続ける。
②，次にこれを等量の0.88M蕪糖に重畳し， 400Xg， 5 分，遠沈すると，小さな核小体は0.34M 蕉糖
の層に残り，大きな核小体は0.88M蕪糖の層，及び沈;査に認められる。
③，この様な操作をくり返し，各サイズの核小体を得，これらを再び0.34M蕪糖に懸濁し ， 0.88M蕪
糖に重畳した後，各サイズの核小体に適した条件で遠沈，精製する。
以上の方法で，かなり精製された，大，中，小，各サイズの核小体が得られる。
④，この方法により，分画化する前の超音波処理液中に存在していた核小体数の約25%が，精製され
た各サイズの核小体として回収された D
⑤，この様にして得られた小さな核小体が，大きな核小体の小片化したものでない事は，次の事より
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明らかである。
1) ，小さな核小体は，超音波破砕しない核の中に存在するものとほぼ同じ大きさである。
2) ，電子顕微鏡で調べると，小さな核小体で、も円形で，その周囲に核小体附随クロマチンが見ら
れる。
3) ，超音波処理の時間を現行の 3倍にしても，大きな核小体の収量は減らない。
4) , 32p一正リン酸でラベルした後，核小体を得，次いで分画化すると，大きな核小体での比活
性が，小さな核小体より得た RNA の比活性の約2.5倍もあった。
⑥，この方法で分画化した各サイズの核小体当りの DNA ，及び RNA 含量を調べると， DNA 含量は，
大きなもので0.84pg， 小さなもので0.33pg で，分画化する前の核小体の平均は0.59pg であった。
RNA 含量は，小さな核小体でト0.40pg ， 大きなもので 1. 21pg であった。つまり，核小体のサイズ
の増加に伴い， DNA 量， RNA 量，共に増量していた。
⑦，次に，各サイズの核小体より DNA を抽出し，更に RNαse 等で精製し透析後， CsCl 平衡密度勾配
遠心法で DNA を分析した。
既に，マウス核 DNA では約10%の Sαtellite DNA (p= 1.690g/cm 3 ) が存在し，核小体 DNA では
更に増量する事が知られており，分画化した各サイズの核小体で、 ， sαtellite DNA は， 21~21%の
値を示し，各分画間で顕著な差は認められなかった。
核小体外の DNA も同様に分析した所，約 9%であり，これらの DNA 分析からも，夫々サイズの
異った核小体分画には，クロマチンの混入が少ない事が示されている。
⑧，次に，各サイズの核小体で、生成した RNA の塩基組成を， 32p を用い分析すると，各分画で G+C
含量が約61% と顕著な差がなく，この値は，リボゾーム RNA，及びその前駆体の G+C 含量とほ
ぼ等しいばかりでなく，この方法で分画化した各サイズの核小体ヘ，核小体以外のクロマチン画
分等の混入が非常に微量でしかない事を示唆するものである。
⑨，そこで，各サイズの核小体 DNA 中に存在するリボゾームシストロン ( rDNA) 量を調べた。
つまり，分画化した各サイズの核小体より DNA を抽出，精製後，メンプランフィルタ一法で，
32p でラベルしたリボゾーム 28sRNA との雑種形成を行い，各 DNA 中に含まれる rDNA の百分率
を見ると，小さな核小体で、 0.058%，大きなもので 0.081%であった。
この様に，大きな核小体で、の γDNA の百分率が，小さなものより減っていない，という事は，大
きな核小体で、の DNA の増量が，決して核小体オルガナイザーと無関係な部分を巻き込んだ為の
増量ではなく ， rDNA と密接に関係のあるクロマチンのみが，大きな核小体の形成に関与してい
る事が分かる。
⑩，そこで，各サイズの核小体 DNA 量を加味して計算すると，小さな核小体で、は，リボゾームシス
トロンが約40個，大きな核小体で、は約 130個存在する計算になる。
〔考察〕
核小体のサイズが異る事は，形態学的に，光学顕微鏡でも判るが，そこに含まれる rDNA 量の差異
を実証したのは最初であり，核小体のサイズがそこに含まれる rDNA 量と相関関係にある事が判った。
司
t
? ?
小さな核小体を平均 3.5 個持っているマウス肝細胞と，エールリッヒ腹水癌細胞の核 DNA の yDNA
の百分率が同じであることから ， rDNA のみの増幅は考えられず，又再生肝で，大きな核小体の形成
を経時的に観察し，それが可逆的である事などを我々の教室で確認しており，エールリッヒ腹水癌細
胞の場合，約 3 個の核小体オルガナイザーが寄り集まり大きな核小体を形成している可能性がある。
〔総括〕
①，エールリッヒ腹水癌細胞を用い，大きさの異なる核小体の分画法を考案した。
②，得られた各サイズの核小体の組成を検討し，それらが人工的なサイズの差でない事を確かめた後，
各サイズの核小体聞にはリボ、ゾームシストロン量 (γDNA量)に差異が存在する事，即ち，核小
体のサイズは，そこに含まれる rDNA 量にほぼ比例している事が分った。
③，大きな核小体で、は，約 3 個の核小体オルガナイザーが集まり， 1 つの核小体を形成する可能性を
示唆する結果を得た。
論文の審査結果の要旨
核小体はリボソーム RNA を合成し，これが蛋白と結合して成熟されるオルガネラである。増殖の
さかんな細胞或いは癌細胞では核小体の大きいのが見出されている。
河野君は Ehrli・ch腹水癌細胞で大小の核小体の存在することに注目し
1) 大小の核小体の分離方法に成功し
2) 大きな核小体にはリボソームシストロンが増加していることを明らかにし
大きな核小体が融合により生成されることを明らかにしたもので学位論文として価値あるものとみ
とめる。
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